
T*rrr WELT0RGANISAT10N FOR GEISTIGES EIGENTUM 

Jri^l Internationales Bllro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG UBER DIE 
InSSaLE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET PES PATENTWESENS (PCI) 



(51) Internationale Patentklasstfikation 5 : 

C07K 15/14, A61K 35/12 



Al 



WO 90/13575 



(11) Internationale VerdffentUchungsmimmer: 

(43) Internationales 

Veroflentlichungsdatum : 1 5. November 1 990 ( 1 5 . 1 1 .90) 



(21) Internationales Aktenzelchen: 

(22) Internationales Anmeldedatam : 



PCT/EP90/00719 
4. Mai 1990(04.05.90) 



(30)Priorit§tsdaten: 
P39 15 072.0 
P 39 22 089.3 



9. Mai 1989 (09.05.89) DE 
5. Juli 1989 (05.07.89) DE 



ftDAnmelder (for alle BesHmmungsstaaten ausser US): BASF 
AKTIENGESELLSCHAFT [DE/DE]; Carl-Bosch- 
Strasse 38, D-6700 Ludwigshafen (DE). 

(72) Erfinder; und „ 
f75)Erfinder/Aiunelder (nurjUr US) : LEMAIRE, Hans-Georg 
[DE/DE]; Flomersheimer Eck 7, D-6716 Dinnstem 
(DE). HILLEN, Heinz {DE/DE]; Max-Planck- Strasse 
17, D-6733 Hassloch (DE). MOELLER, Achim [DE/ 
US]; 3 Carriage Lane, Winchester, MA 0189C > (JJS). 
DAUM, Lothar pE/DE]; Reiherstrasse 25, D-6701 Ot- 
terstadt (DE). DOERPER, Thomas [DE/DE]; Luitpold- 
strasse 3, D-6719 Bissersheim (DE). SUBKOWSK3, Tho- 
mas [DE/DE]; Ruchheimer Strasse 1, D-6704 Mutter- 
stadt (DE). 



(81)Bestimmungsstaaten: AT (europaisches Patent), AU, BE 
(europaisches Patent), CA, CH (europaisches Patent), 
+ DE (europaisches Patent), DK (europaisches Patent), ES 
(europaisches Patent), FR (europaisches Patent), GB 
(europaisches Patent), HU, IT (europaisches Patent), JP, 
LU (europaisches Patent), NL (europaisches Patent), SE 
(europaisches Patent), US. 

Veroffentlicht 

Mit internationalem RecherchenberichL 
Vor Ablaufder jUr Anderungen der AnsprQche zugelasse- 
nen Frist VerdffentUchung wird wiederholt falls Andemn- 
gen eintreffen. 



(54) Title: NOVEL TNF-INHIBIT PROTEINS AND THEIR PREPARATION 

(54)BezeIchnung: NEUE PROTEINE MIT TNF-HEMMENDER WIRKUNG UND IHRE HERSTELLUNG 
(57) Abstract 

Novel proteins have a molecular weight of approximately 42.000 daltons and the amino acid ^^,^J^,^j. 
Ala Pro Glu Pro Gly Ser Hir Cys Arg Leu Arg Glu on their terminal N, where X denotes a hydrogen atom, a p^lib^he) 
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(57) Zusammenfassung 

Es werden neue Proteine beschrieben, welche ein Molekulargewicht von etwa 42.000 Dakon besitzen und am N-Terminus 
die Aminosauresequenz Xaa Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Tto Cys Arg Leu Arg ^Glu ^ [ «^^^^ %?ZT?£, 
atom, einen Phenylalaninrest (Phe) oder die Aminosauresequenzen Ala Phe, Val Ala Phe, Gin Val Ala Phe, Ala Gin Val Ala Phe, 
P^AJa ^ Val Ala Phe oder Leu Pro Ala Gin Val Ala Phe darstellt, und die sich zur Behandlung von Krankheiten eignen. 
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NEUE PROTEIN E HIT TNF-HEMMENDER WIRKUNG UND IHRE HERSTELLUNG 



«■ Beschreibung 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft neue Proteine und deren Herstellung. 

TNFo (Tumor-Nekrose-Faktor) ist ein bekanntes Protein, welches ein breites 
Spektrum an biologischen Aktivitaten besitzt. Er beeinflupt verschiedene 
maligne und nicht-mal igne Zelltypen, spielt eine Rolle bei septischem 
10 Schock und Gewebeverletzungen sowie Nierenabstopungen, Transplantationen, 
Schocklunge und zerebraler Malaria (Lymphokines 1987 Vol. 14? Pharma- 
ceutical Res. 5, 129 (1988); Science 234, 470 (1986); Nature 330, 662 
(1987); J. Exp, Med. 166, 1132 (1987); Science 237, 1210 (1987); J. Exp. 
Med. 166, 1280 (1987)). 

15 

Es ist bekannt, dap man die Wirkung von TNFct mit Antikbrpern neutral isie- 
ren kann (EP 260 610). Diese Antlkttrper sind jedoch nicht humane Substan- 
zen,.so dap sie bei der Anwendung am Menschen immunreaktionen auslosen 
konnen. 

20 

Es wurden nun Proteine gefunden, die humanen Ursprungs sind und die 
Wirkung von TNFct neutralisieren kdnnen. 

Gegenstand der Erfindung sind Proteine, welche ein Molekulargewicht von 
25 etwa 42.000 Dalton besitzen und am N-Terminus die Aminosauresequenzen 

Xaa Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu 

aufweisen, worin X ein Wasserstof fatom, einen Phenylalaninrest (Phe) Oder 
30 die Aminosauresequenzen Ala Phe, val Ala Phe, Gin Val Ala Phe, Ala Gin val 
Ala Phe, Pro Ala Gin Val Ala Phe Oder Leu Pro Ala Gin Val Ala Phe 
darstellt, und deren Muteine. 

Als Muteine sind Proteine zu verstehen, die durch geeigneten Austausch, 
35 Deletion oder Addition von Aminosauren oder Peptiden in der Proteinkette 
entstehen, ohne dap dadurch die wirkung der neuen Proteine stark nachUpt. 
Die Muteine konnen auch durch variation des Glykosidrestes erhalten 
werden . 

40 Die hier beschriebenen neuen Proteine besitzen saure Eigenschaften, ihr 
isoelektrischer Punkt liegt bei pH 2 bis 5. Sie binden sich spezifisch an 
TNFct und sind durch Trypsin schwer oder gar nicht verdaubar. 
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BASF Afctiengesellschaft 2 



Oie neuen Proteine las sen sich beispielsweise aus dem Ham von p'atienten 
isolieren, die Fieber haben, d.h. deren Korpertemperatur etwa 38°C Oder 
hoher ist. Hierzu wird der Harn zunachst konzentriert, was beispielsweise 
durch umkehrosmose Oder Ultrafiltration geschehen kann. Das dadurch erhal- 
5 tene Retentat wird anschlf epend durch Ionenaustausch- und Affinitats- 
chromatographie gereinigt. 

Die Proteine lassen sich auch aus menschlicher Ascites-Fliissigkeit von 
Patfenten mit Ovarialcarcinomen gewinnen. 

Die Reinigung der Proteine kann nach bekannten Methoden, wie Affinitats- 
oder Ionenaustauschchromatographie, erfolgen. 

Die so gewonnenen Proteine sind am N-Terminus in der Aminosauresequenz 
15 inhomogen. Es konnen bis zu 7 Aminosauren fehlen. Solche Inhomogeni taten 
sind bei korpereigenen Proteinen nicht ungewdhnlich und treten beispiels- 
weise auch beim jr-interferon auf. 

Durch Behandlung mit einer Endoglykosidase verandert das Protein sein 
20 Laufverhalten in der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese, was auf die 
Abspaltung von Zuckerresten zuruckzufUhren ist. 

Die hier beschriebenen Proteine liegen im Urin und in der AscitesflUssig- 
keit in Konzentrationen zwischen 1 - 100 ftq/\ vor. um das Protein fur 

25 pharmazeutische Zwecke in groperen Mengen verfiigbar zu machen, kann man 
bekannte gentechnische Methoden (vgl. Maniatis, T. et al: Molecular 
Cloning; A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, N.Y., 1982) heran- 
ziehen. Fur diesen Zweck mup zunachst die genetische Information fur das 
neue Protein identif iziert und die entsprechende Nukleinsaure isoliert 

30 werden. Dazu wird das reine Protein mit Oithiothreitol reduziert, dann 
wird Iodacetamid zur Derivatisierung der freien SH-Gruppen zugesetzt und 
anschliepend wird das so behandelte Protein mit Bromcyan und anschliepend 
mit Trypsin in kleine Peptide gespalten. Oie Auftrennung der Peptide er- 
folgt liber reversed phase-Chromatographie. Die N-terminale Sequenzierung 

35 eines dieser gereinigten Peptide ergab die Sequenz Val Phe Cys Thr Lys. 
Welter enthalt das Protein folgende drei weitere Peptidsequenzen: Gly val 
Tyr Thr Ser, lie Cys Thr Cys Arg Pro Gly Tyr und Pro Gly Thr Glu Thr Ser 
Asp Val val Cys Lys Pro Cys Ala Pro Gly Thr Phe Ser xab Thr Thr Ser Ser 
Asp lie Cys Arg Pro, worln Xab eine noch unbekannte Aminosaure ist, die 

40 moglicherweise glykosyliert ist. 

Die vorhandenen Peptidsequenzen erlauben nun durch die Synthese entspre- 
chende Oligonukleotide eine eindeutige Identif izierung des Gens aus dem 
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tnenschUchen Genom Oder aus entsprechenden c-DNA-Banken durch sequenz- 
spezif ische Filterhybridisierung. 

Die so erhaltene genetische Information fUr das Protein kann dann in ver- 
5 schiedene Wirtszellen, wie eukaryontische Zellen, Hefen, Bacillus subtilis 
oder E. coli nach bekannten Methoden zur Expression gebracht und das 
Protein so erhalten werden. In den eukaryotischen Zellen entsteht dabei 
das Protein in glykosyl ierter Form. 

10 Die Muteine, die sich durch Austausch, Deletion oder Addition von Amino- 
sauren Oder Peptiden von den neuen Proteinen ableiten, werden vorzugsweise 
nach gentechnischen Methoden dargestellt. 

Die neuen Proteine zeigen gute TNFa-inhibierende Wirkungen und lassen sich 
15 daher zur Behandlung von Krankheiten einsetzen, bei denen die Konzentra- 
tion an TNFa in Kbrperf llissigkeiten erhdht ist, wie z.B. bei septischem 
Schock. Welter konnen sie bei folgenden Erkrankungen angewendet werden: 
Allergien, Autoimmunkrankheiten, Erkrankungen des rheumatischen Formen- 
kreises, Schocklunge, entzUndliche Knochenerkrankungen, Blutgerinnungs- 
20 stbrungen, verbrennungen sowie bei Komplikationen nach Transplantationen. 

Beispiel 1 

Bestimmung der TNFct-inhibitorischen Wirkung 

25 

Die biologische AktivitSt von TNFa wurde durch Lyse der Mauszellinie L929 
(J Biol. Chero. 260, 2345 (1985) und der Humanzellinie MCF7 bestimmt. Bei 
Versuchen zur Bestimmung der TNFa inhlbitorlschen wirkung wurde eine Kon- 
zentration an TNFa gtwihlt, bei der mindestens 50 % der Zellen lysierten. 

30 

Uberstande rait TNFa bindenden Proteinen wurden in 1:2 Schritten in Mikro- 
titerplatten verdUnnt. Zu dieser L3sung (0,05 ml) wurden je 0,05 ml Human- 
bzw. Maus-TNF* (120 pg/ml) gegeben. Anschllefiend erfolgte die Zugabe von 
50 000 L929-Zellen in 0,1 ml Medium, das 2 ^g/ml Actinomycin 0 enthielt. 

35 Nach einer Inkubationszeit von 20-24 h bei 37*C in. Brutschrank wurden die 
Zellen fixiert und mit Kristallviolett gefSrbt. In Abwesenheit von 
TNFa-bindendem Protein lysierten TNFa und LT (Lymphotoxin) die Zellen. 
Diese wurden wahrend der FSrbung abgeschwemmt. Oer schUtzende Effekt von 
Uberstanden mit TNFa-bindenden Proteinen zeigte sich durch die Farbbarkeit 

40 von intakten Zellen, die zuruckblieben. 

Eine inhibition der cytotoxischen Wirkung war sowohl gegenUber Human-TNFa, 
als auch etwas schwScher gegenUber Human-LT zu beobachten, nicht jedoch 
bei Maus-TNFa. 
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Beispiel 2 

Proteinisol ierung aus Urin 

5 40 I sammelurin von Patienten mit Fieber U38°C) wurde iiber eine 
Hemoflow® F60 Patrone (Fa. Fresenius) filtriert, bis das Volumen des 
Retentatstromes auf 2 f 5 I aufkonzentriert war. 

Oas Retentat wurde anschliepend zum Waschen 4 ma I mit je 2,5 I 20 mM 
10 Natriumphosphatpuffer pH 4,0 versetzt und die Filtration jewetls bis zum 
Ausgangs volumen von 2,5 I fortgesetzt. 

Das so erhaltene proteinreiehe, braun gefarbte Retentat wurde iiber 
S-Sepharose® der Fa. Pharmacia (S3ule: 0»5 cm, 1=17 cm) chromatogra- 
15 phiert. Die Saule wurde vor Beg inn des Auftrages mit 10 Sa'ulenvolumina 
(SV) 20 mM Natriumphosphatpuffer, pH 5,5 (» Puffer I) aquilibriert und das 
Retentat aufgetragen. ES wurde mit 3 SV Puffer I nachgewaschen und das 
wertprodukt durch Elution mit 3 SV eines 20 mM Natriumphosphatpuffers pH 
6,5 (Puffer II) gewonnen. 

20 

Zur weiteren Reinigung wurde diese Fraktion iiber eine TNF-Aff initatssaule 
(Beispiel 4) gegeben (0 * 1,5 cm, 1=10 cm), die mit 10 SV Puffer III 
(20 mM Natriumphosphat, 140 mM NaCl, pH 7,2) aquilibriert worden war. Nach 
dem Auftrag wurde mit 3 SV Puffer III nachgewaschen und die TNF-bindende 
25 Proteinfraktion durch Elution der Saule mit 40 ml eines Puffers iv, be- 
stehend aus 0,58 % Ess igs Sure und 140 mM NaCl, gewaschen. 

Zur Isolierung des reinen Proteins wurde das Eluat der TNF-Aff initatssaule 
Uber eine Mono Q-SSule HR 5/5 der Fa. Pharmacia aufgetrennt. Dazu wurde 
30 zunachst das Eluat mit 0, 1 n NaOH auf pH 12,0 eingestellt. 

Die S^ute wurde mit 11 SV 20 mM Natriumphosphatpuffer pH 12,0 (Puffer V) 
aquilibriert. 10 ml des pH-adjustierten TNF-Aff i ni tatssSul ene I uates wurde 
aufgetragen und mit 4,4 SV Puffer V gewaschen. Anschliepend wurde mit 20 
35 mM Natriumphosphat pH 7,5, eluiert. 

Zur weiteren Abrelcherung von Verunreinigungen wurde die Mono Q-Saule mit 
7 SV 20 mM Essigsaurepuf fer gespUlt, der mit 0,1 N HC1 auf pH 2,0 
eingestellt worden war (Puffer VI). 

40 

Danach wurde die Saule mit 5-6 SV 20 mM Essigsaure, 20 mM NH4C1-Puffer, pH 
2,0 (mit 0,1 n HCl eingestellt, Puffer VII) weiter eluiert. Nach 1-2 SV 
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eluierte eine bei 280 ntn UV-alctive Bande, die Verunreinigungen enthielt, 
nach weiteren 1-2 SV eluierte das neue Protein. Eine weitere Menge reines 
Protein kann durch Nachelution mit 1-2 SV eines auf 100 mM NaCl 
eingestellten Puffers VII erreicht werden. 

5 

Das Protein wurde so in einer gelelektrophoretischen Reinheit von >90 % 
erhalten. Aus 1 1 urin lassen sich etwa 1 bis 10 pg Protein erhalten. 

Beispiel 3 

10 

Proteinisolierung aus menschlicher Ascitesf llissigkeit. 

2,5 1 leicht trUbe f dUnnfliissige Ascitesf lUssigkeit, die als Punktat einer 
Patientin mit Ovarialcarcinom anfiel, wurde 30 min bei 3000 g 

15 zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 10 %iger Phosphorsaure auf pH 7 r 2 
eingestellt und Uber etne mit Glutardialdehyd vernetzte TNF-Sepha- 
rose®-SSule (vgl. Beispiel 4) gegeben. (0= 1,5 cm, 1=3 cm). Die Saule 
wurde mit 50 ml Puffer III aquilibriert und nach dem Auftrag mit 150 ml 
Puffer III nachgewaschen. Die TNF-bindenden Proteine wurden rait 30 ml 

20 Puffer IV eluiert. 

Zur Weiteren Reinigung wurde das Eluat mit 10%iger HCl auf pH 3,0 
eingestellt und auf eine mit 20 mM Essigsaure (pH 3,0) aquilibrierte 
Chromatographiesaule (Mono S HR 5/5, Fa. Pharmacia) gegeben. Nach dem 
25 Auftrag wurde mit 10 ml 20 mM Essigsaure (pH 3,0) nachgewaschen und die 
TNF-bindenden proteine anschliepend durch Elution mit 4 ml eines 
Puffergemisches aus 6 Teilen 20 mM Essigsaure (pH 3,0) und 4 Teilen 50 mM 
Natriumphosphatpuffer (pH 9,0) eluiert. Der pH-Wert des Eluats wurde 
kontrolliert und gegebenenfalls auf pH 6,5 nachgestellt. 

30 

Das Eluat wurde Uber eine mit Natriumphosphatpuffer pH 6,0 (Puffer VIII) 
Squilibrierte Chomatographlesaule Mono Q HR 5/5 gegeben. Nach Waschen mit 
je 6 ml Puffer VIII und 6 ml 20 mM Essigsaure, 5 mM NaCl, pH 2,2 wurde das 
Protein mit 6 ml 20 mM Essigsaure, 150 mM NaCl, pH 2,0 (Puffer IX) von der 
35 saule eluiert. 

Die Charakterisierung des letzten Eluats ergab, dap es sich - abgesehen 
von der inhomogenitSt der N-terminalen Sequenz - um das gleiche Protein 
handelt, welches gemSp Beispiel 2 erhalten wurde. 
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Beispiel 4 

Herstellung der TNF-Af f initatssaule 

5 a) Kopplung von TNF an BrCN-Sepharose 

7, 5 g BrCN-Seph arose® (Fa. Pharmacia) wurden in 30 ml Wasser aufge- 
schlemmt. Nach 30 min Quellzeit wurde die BrCN-Sepharose®-Gel suspension 
zuerst mlt 500 ml 1 mM HCl-Losung und dann mit 0,1 M NaHC03, 0,5 M NaCl, 
10 pH 8,3, gewaschen. 

136 mg TNF gelost in 41 ml Puffer (0,1 M NaHC03, 0,5 M NaCl, pH 8 r 3) 
wurden zu dieser Gelsuspension gegeben. Der Reaktionsansatz wurde 2 h bei 
Raumtemperatur geschUttelt und die TNF-Sepharose© bet 3000 U/min abzentri- 
15 fugiert. Das Gelmaterial wurde mit 40 ml Puffer gewaschen. 

Aus der Proteinbestimmung der Uberstande errechnet sich eine Kopplungs- 
ausbeute von >90 %. 

20 Zur Blockierung der UberschQssigen aktiven Gruppen der BrCN-Sepharose© 
wurde die Gelsuspension mit 40 ml Puffer (0,1 M NaHC03, 0,5 M NaCl, 1 M 
Ethanolamin, pH 8,3) versetzt, anschliepend 1 h bei Raumtemperatur 
geschUttelt und das Ethanolamin dann mit 3 x 40 ml Puffer (0,1 M NaKC03, 
0,5 M NaCl, pH 8,3) ausgewaschen. 

25 

b) Vernetzung der TNF-Sepharose© mit Glutardialdehyd 

20 ml nach a) hergestellter TNF-Sepharose® Gelsuspension wurden 
zweimal rait 25 ml Puffer (20 mM Natriumphosphat, 140 mM NaCl, pH 8,0) 

30 gewaschen. Die Suspension wurde in 40 ml desselben Puffers aufgenommen 
und mit 1,6 ml 25 %iger Glutardialdehydlbsung versetzt. Nach 1 h 
SchOtteln bei Raumtemperatur wurde die Suspension abzentri fugiert und 
mit 25 ml Puffer (20 mM Natriumphosphat, 140 mM NaCl, 1 M Ethanolamin, 
pH 8,0) versetzt. Es wurde wieder 1 h geschUttelt und die 

35 TNF-Sepharose® Suspension ansehliepend in eine Chroraatographiesaule 
(0*1,5 cm, 1*10 cm) gefUllt. 

Die Saule war nach waschen mit 100 ml Puffer (20 mM Natriumphosphat, 
140 mM NaCl, pH 7,2) und 50 ml 0,58 % EssigsSure + 140 mM NaCl fUr die 
40 Aff initatschromatographie einsetzbar. 
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Beispiel 5 

Charakterisierung des Proteins 

5 a) Molekulargewicht und Reinheit 

Zur Bestimmung des Molekulargewichts und der Reinheit wurden 2 pq des 
nach Beispiel 2 bzw. 3 erhaltenen Proteins einer 15 % SDS-Polyacryl- 
amidgelelektrophorese unter reduzierenden und nicht reduzierenden 
10 Bedingungen unterworfen (Nature 227, 680 (1970)). Im Vergleich mit 

einer Reihe bekannter Eichproteine wurde das neue Protein nach beiden 
Methoden nach Farbung mit Coomassie blue als homogene Bande mit einem 
Molekulargewicht von etwa 42.000 Dalton erkannt. 

15 Andere Banden waren nicht zu erkennen. Die Reinheit des Proteins kann 
daher mit *90 % angegeben werden. 



20 



25 



Das Protein gibt sicft als deutlich blau-violett gefarbte Bande zu 
erkennen. 

b) N-terminale Sequenzierung 

10 M9 ( s 250 pMol) des nach Beispiel 2 erhaltenen Proteins wurden mit 
einem Gasphasensequenzer N-terminal raehrmals sequenziert. 

Die N-terminale Sequenzanalyse deutet wegen des Auftretens verwandter 
Nebensequenzen auf die Inhomogenitat der N-terminalen Aminosaure- 
sequenz hin. Es wurden folgende Hauptsequenzen ermittelt: 

30 Sequenz la 

Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr cys Arg Leu Arg Glu 

Nebenher konnte in der Gasphasensequenzierung eine um 6 Aminosauren 
35 N-terminal verlangerte 

Sequenz 2a 

Leu Pro Ala Gin Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr 
40 Cys Arg Leu Arg Glu 

und eine um 1 Aminosaure N-terminal verminderte 
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Sequenz 3a 

Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu 

5 ermittelt werden. 

Analog wurden in dem Protein gemajJ Bei spiel 3 folgender Hauptsequenzen 
ermittelt! 

10 Sequenz lb 

Leu Pro Ala Gin Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr 
Cys Arg Leu Arg Glu (etwa 10 %) 

15 Sequenz 2b 

Pro Ala Gin Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys 
Arg Leu Arg Glu (etwa 45 %) 

20 Sequenz 3b 

Ala Gin Val Ala Phe Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg 
Leu Arg Glu (etwa 45 %) 

25 d) Behandlung rait Trypsin 

20 jug der neuen Proteine wurden bei pH 8,5 wie folgt behandelt: 

1. Zugabe von 0 r 5 jtg Trypsin, gelbst in 0,1 H NaHO>3-Puffer pH 8,5; 
30 Inkubation 16 h bei 37°C 

2. Zugabe von 0,5 ^9 Trypsin, geldst in 0,1 % SOS - 0,1 M NaHC0 3 - 
Puffer pH 8,5; Einstellen der Ldsung auf 0,1 % SDS-Gehalt; 
Inkubation 16 h bei 37°C. 

35 

Die so behandelten Proteine wurden in einer 15 %igen SDS-Polyacryl- 
amidelektrophorese verglelchend mit dem Ausgangsprotein analysiert. Es 
konnte kein Abbau der Proteine festgestellt werden. 

40 Beispiel 6 

Deglykosylierung 

0,1 ml des gemSp Beispiel 2 erhaltenen Mono Q-Eluats (» 0,1 mg/ml Protein) 
wurden mit 1 M NaOH auf pH 7,2 eingestellt. Anschl iepend wurden 10 units 
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Glykopeptidase F (Fa. Boehringer Mannheim) zugesetzt. Nach 6 h Inkubation 
bei 37°C wurden weitere 10 units Enzym zugesetzt. Nach weiteren 16 h 
Reaktionszeit wurden 50 fi\ des Ansatzes lyophilisiert und in einem 15%igen 
SOS-Gel im Vergleich mit unbehandelten Protein analysiert. Das mit Enzym 
5 behandette Protein zeigte ein im vergleich zur unbehandelten Probe urn etwa 
3 kD vermindertes Molekulargewicht. Weitere 25 fil des Ansatzes wurden, wie 
in Beisptel 1 beschrieben, auf TNFa inhibierende Wirkung getestet. Die 
TNFa-inhibierende Wirkung blieb auch nach Abspaltung des Zuckerantei Is 
voll erhalten. 

10 

Beispiel 7 

Ant i kbrper produkt i on 

15 Die in den Beispielen 2 und 3 Isolierten Proteine wurden zur Produktion 
polyklonaler Antikorper in Kaninchen injiziert. Die Reaktivitat und Spezi- 
fita't der Antikorper UberprUfte man mittels ELISA. Dazu wurden ELISA-Plat- 
ten (Fa. Costar) mit einer Losung von 1 (iq Inhibitor- bzw. Kontrollpro- 
tein/ml 0,05 M Natriumcarbonatpuffer pH 9,6 besehichtet, die unspezif ische 

20 Bindung mit 1 % BSA/PBS abgesattigt und mit verschiedenen SerumverdUnnun- 
gen inkubiert. Die Detektion der gebundenen Antikorper erfolgte mit bio- 
tinyliertem anti-rabbit-IgG und streptavidin-Peroxidase, sowie TMB-Sub- 
strat. Zwischen den einzelnen Inkubationen wurde je 3mal mit 0,05 % 
<3>Tween-20/PBS gewaschen. Nach Abstoppen mit 2 M H 2 S0 4 bestimmte man die 

25 optische Dichte bei 450 nm. 



Beispiel 8 

Proteinnachweis in Kbrperf lUssigkeiten 

30 

Zum Nachweis von TNFa bindenden Proteinen in verschiedenen Korperf lUssig- 
keiten diente ein sandwich-ELISA. Dazu wurden ELISA-Platten (Fa. Costar) 
mit TNF beschichtet (5 fig/ml 0,05 M Natriumcarbonatpuffer pH 9,6). Nach 
Absattigen rait 1 % BSA/PBS inkubierte man mit den zu untersuchenden Proben 

35 z.B. SynovialflUssigkeiten von Rheumatikern. Die Detektion erfolgte mit 
den unter Beispiel 7 beschriebenen anti-lnhibitor-Antikorpern und 
biotinyliertem anti -rabbi t-lgG/Streptavidin-Peroxidase/TMB-Substrat. 
Zwischen den einzelnen Inkubationen wurde je 3mal mit 0,05 % *Tween-20/PBS 
gewaschen. Die Extinktion bei 450 nm wurde nach Zugabe von 2 M H 2 S0 4 be- 

40 stimmt. 
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PatentansprUche 

1. Proteine, welche ein Holekulargewicht von etwa 42.000 Oalton besitzen 
und am N-Terminus die Aminosauresequenz 

5 

Xaa Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu 

aufweisen r worin X ein Was sers toff atom, einen Phenylalaninrest (Phe) 
Oder die Aminosauresequenzen Ala Phe, Val Ala Phe, Gin Val Ala Phe, 
10 Ala Gin Val Ala Phe, Pro Ala Gin Val Ala Phe Oder Leu Pro Ala Gin Val 
Ala Phe darstellt, und deren Muteine. 

2. Proteine gemap Anspruch I in deglykosylierter Form. 

15 3. Verfahren zur Herstellung von Proteinen, welche ein Molekulargewicht 
von etwa 42.000 Oalton besitzen und am N-Terrainus die Aminosaure- 
sequenz 

xaa Thr Pro Tyr Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu 

20 

aufweisen, worin X ein Wasserstoffatom, einen Phenylalaninrest (Phe) 
oder die Aminosauresequenzen Ala Phe, Val Ala Phe, Gin val Ala Phe, 
Ala Gin Val Ala Phe, Pro Ala Gin Val Ala Phe oder Leu Pro Ala Gin Val 
Ala Phe darstellt, und deren Muteinen, dadurch gekennzeichnet, dap man 
25 den Harn von fiebrigen Pat ten ten feonzentriert und das so erhaltene 
Retentat anschliepend durch lonenaustausch- und Aff initatschromato- 
graphie reinigt, 

30 
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